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ТОКСИКОЛОГИЧЕСКАЯ хИМИЯ
Л. ю. Томаровская, С. В. баюрка, С. А. Карпушина 
ИЗОЛИРОВАНИЕ АТОМОКСЕТИНА ИЗ бИОЛОГИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА 
АМФИФИЛьНыМИ РАСТВОРИТЕЛЯМИ
Национальный фармацевтический университет, г. харьков, Украина
Зарегистрированы летальные случаи, связанные с приемом лекарственных препа-
ратов, содержащих атомоксетин, который используется для лечения синдрома дефици-
та внимания с гиперактивностью. Целью работы было установление эффективности 
изолирования атомоксетина из биологического материала с помощью таких амфифиль-
ных растворителей, как подкисленный ацетонитрил и нейтральный ацетон.
Обнаружение и количественное определение атомоксетина в экстрактах из 
биологического материала проводили методами тонкослойной хроматографии и УФ-
спектрофотометрии. Предложены оптимизированные методики экстракционной и 
ТСХ-очистки экстрактов. При использовании подвижной фазы этилацетат – мета-
нол – 25 % раствор гидроксида аммония (85:10:5) значения Rf атомоксетина состави-
ли 0,49 ± 0,04 (пластины Merck). Препарат идентифицировали по наличию максиму-
мов светопоглощения в УФ-области спектра при 270 ± 2 и 277 ± 2 нм в 0,1 М раство-
ре кислоты хлористоводородной. В результате исследования было установлено, что 
степень изолирования атомоксетина из печени экстракцией подкисленным ацетони-
трилом по методу Я. Сшедзински составляет 48,2 ± 2,5 %, экстракцией нейтральным 
ацетоном по методу В. А. Карташова – 28,1 ± 2,1 %. Показано, что пробоподготовка 
с помощью метода Я. Сшедзински является предпочтительной при использовании УФ-
спектрофотометрии для определения атомоксетина в биологическом материале.





гидрохлорид) – лекарственный препарат, 
используемый для лечения синдрома де-
фицита внимания с гиперактивностью 
у детей и взрослых, а также в комплекс-
ной фармакотерапии депрессивных рас-
стройств [1]. Применение атомоксетина 
может вызывать ряд побочных эффектов, в 
частности нарушение функций желудочно-
кишечного тракта, сердечно-сосудистой 
системы; наиболее опасным осложнением 
приема атомоксетина является возмож-
ность появления суицидальных мыслей и 
развития суицидального поведения [2–4]. 
В литературе описаны случаи с летальным 
исходом, связанные с приемом как фаталь-
ных, так и нефатальных доз атомоксетина 
[2, 3]. При этом посмертное содержание 
антидепрессанта в печени варьировало в 
пределах от 0,44 до 29 мг/кг. 
Разработаны биоаналитические ме-
тоды определения атомоксетина в плаз-
ме крови с помощью высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии с масс-
спектрометрическим [5], флюорометриче-
ским [6], УФ-спектрофотометрическим [7] 
детектированием, капиллярного электро-
фореза с электрохемилюминесцентным 
детектированием [8]. Данные об эффек-
тивности общепринятых в химико-токси-
кологическом анализе методов изолирова-
ния лекарственных веществ из биологиче-
ских объектов с помощью гидрофильных 
и амфифильных растворителей (методы А. 
А. Васильевой, В. Ф. Крамаренко, Стаса-
Отто, Я. Сшедзински, В. А. Карташова) в 
отношении атомоксетина в литературе от-
сутствуют. 
Проведенные нами ранее исследова-
ния по установлению оптимальных ус-
ловий извлечения ряда лекарственных 
веществ антидепрессивного действия из 
биологических объектов показали, что 
методы изолирования, основанные на экс-
тракции токсикантов подкисленной водой 
(по А. А. Васильевой и В. Ф. Крамаренко) 
и подкисленным этанолом (по Стас-Отто), 
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были малоэффективными для соединений, 
характеризовавшихся высокой липофиль-
ностью [9, 10, 11]. 
Практический интерес как экстрагенты 
липофильных лекарственных веществ из 
биологического материала представляют 
амфифильные растворители ацетон и аце-
тонитрил. Они легко проникают через ги-
дрофильные и гидрофобные участки мем-
браны клеток биологического материала и 
тем самым способствуют более эффектив-
ной экстракции лекарственного вещества 
из объекта. При этом как ионизированная, 
так и неионизированная формы токсиканта 
извлекаются указанными растворителями 
[12]. Высокие значения коэффициента ли-
пофильности (log P(octanol/water) = 4,23) и 
объема распределения (Vd = 8,5 л/кг) для 
атомоксетина свидетельствуют об его ли-
пофильных свойствах [13]. 
Целью нашей работы было установ-
ление эффективности по отношению к 
атомоксетину методов изолирования под-
кисленным ацетонитрилом по методу 
Я. Сшедзински [14] и нейтральным ацето-
ном по методу В. А. Карташова [12].
МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Для исследования использовали суб-
станцию атомоксетина, которая была вы-
делена из лекарственного средства «Страт-
тера» (7 капсул по 60 мг) производства 
«lilly» (Чехия) по методике, описанной 
ранее [15].
Исследования проводили с модель-
ными пробами печени животного, со-
держащими исследуемый препарат. Для 
этого к 20 г (при изолировании по методу 
Я. Сшедзински) и 5 г (при изолировании 
по методу В. А. Карташова) измельченной 
печени добавляли по 2 мл водного раство-
ра атомоксетина, содержащего соответ-
ственно 2000 и 500 мкг атомоксетина-ос-
нования, и оставляли на 24 ч. Параллельно 
ставили холостые опыты. 
При изолировании атомоксетина из 
печени ацетонитрилом по методу Я. Сшед-
зински [14] навеску биологического объек-
та и, соответственно, объемы растворите-
лей уменьшали в два раза, что позволило 
снизить трудоемкость и материалозатрат-
ность указанного метода пробоподготовки. 
Нижняя граница аналитической области 
методики количественного определения 
на основе УФ-спектрофотометрии позво-
лила внести такое изменение. Исследуе-
мый объект заливали 50 мл ацетонитрила, 
подкисленного 1 М раствором кислоты 
хлористоводородной до рН 2 (по универ-
сальному индикатору), и настаивали в 
течение 30 мин при периодическом пере-
мешивании. Настаивание с подкисленным 
ацетонитрилом проводили дважды. Полу-
ченные вытяжки процеживали через мар-
лю, объединяли, добавляли 100 мл 0,5 М 
раствора натрия сульфата и проводили 
однократную экстракцию 25 мл диэтило-
вого эфира при рН 1–2. Эфирную вытяж-
ку отбрасывали, водно-ацетонитрильную 
вытяжку подщелачивали 20 % раствором 
натрия гидроксида до рН 9–10 (по универ-
сальному индикатору) и проводили экс-
тракцию диэтиловым эфиром дважды пор-
циями по 50 и 25 мл. Эфирные экстракты 
объединяли и проводили дополнительную 
экстракционную и ТСХ-очистку.
Изолирование атомоксетина из печени по 
методу В. А. Карташова проводили согласно 
методике, описанной в литературе [12]. 
Для проведения дополнительной экс-
тракционной очистки полученные эфир-
ные экстракты переносили в фарфоровые 
чашки и выпаривали досуха на водяной 
бане при температуре, не превышающей 
40°С (термостабильность атомоксети-
на в модельных растворах при указан-
ной температуре подтверждали методом 
ТСХ). Остаток растворяли в 20 мл 0,1 М 
раствора кислоты хлористоводородной, 
полученный раствор переносили в дели-
тельную воронку и дважды взбалтывали 
с помощью механического встряхивателя 
с диэтиловым эфиром порциями по 10 мл. 
Отделяли водную фазу, подщелачивали ее 
10 % раствором натрия гидроксида до рН 
11–12, добавляли кристаллический ам-
мония сульфат до насыщения и дважды 
экстрагировали атомоксетин хлорофор-
мом порциями по 10 мл. Хлороформные 
экстракты фильтровали через бумажный 
фильтр с 0,5 г безводного натрия сульфата 
в мерную колбу вместимостью 10 мл и до-
водили до отметки хлороформом.
При исследовании экстрактов, которые 
были получены по методу Я. Сшедзински, 
отбирали по 5 мл аликвот (экстрактов, со-
держащих атомоксетин и полученных в 
холостом опыте), помещали их в фарфоро-
вую чашку, выпаривали до минимального 
объема (0,05 мл) и наносили полосой на 
линию старта хроматографической пла-
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стины Merck. На расстоянии 2 см от ука-
занных проб наносили 10 мкл стандарт-
ного раствора атомоксетина в метаноле с 
концентрацией 2 мг/мл и по 0,5 мл хлоро-
формных экстрактов, содержащих атомок-
сетин и полученных в холостом опыте. 
После пробоподготовки по методу 
В. А. Карташова на хроматографическую 
пластину наносили весь объем получен-
ных хлороформных экстрактов с учетом 
нижней границы аналитической области 
используемой методики количественного 
определения. 
Пластины хроматографировали в хло-
роформе, высушивали на воздухе и прово-
дили хроматографирование с использова-
нием подвижной фазы этилацетат – мета-
нол – 25 % раствор гидроксида аммония 
(85:10:5). Для визуализации атомоксетина 
использовали последовательно УФ-лучи, 
раствор нингидрина в ацетоне, реактив 
Драгендорфа в модификации по Мунье 
(использован после обработки пятна нин-
гидрином), оставляя необработанной часть 
хроматограммы, соответствующей пробам 
биологического экстракта, которые были 
нанесены полосой. С непроявленной по-
лосы хроматограммы на уровне, который 
соответствовал пятну атомоксетина, пре-
парат элюировали 4 мл метанола. Анало-
гично получали холостой элюат.
Обнаружение и количественное опре-
деление атомоксетина в элюатах проводи-
ли УФ-спектрофотометрическим методом. 
Для этого метанольный элюат выпаривали, 
сухой остаток растворяли в 5 мл 0,1 М рас-
твора кислоты хлористоводородной и ис-
следовали УФ-спектр полученного раство-
ра на спектрофотометре СФ-46 (ЛОМО) в 
диапазоне длин волн 225–320 нм в кювете 
с толщиной поглощающего слоя 10 мм. В 
качестве раствора сравнения использова-
ли раствор, полученный в холостом опы-
те. Концентрацию препарата в элюате (x, 
мкг/мл) рассчитывали по уравнению ка-
либровочного графика (при λmax = 270 нм): 




ственно после изолирования атомоксети-
на из печени, содержали соэкстрактив-
ные компоненты биологической матри-
цы, которые затрудняли использование 
УФ-спектрофотометрического метода для 
обнаружения и количественного опреде-
ления препарата. Так, оптическая плот-
ность холостых экстрактов (были выпа-
рены досуха и остатки растворены в 5 мл 
0,1 М кислоты хлористоводородной), по-
лученных по методам Я. Сшедзински и 
В. А. Карташова, составляли 0,13 ± 0,01 и 
0,135 ± 0,015 соответственно.
Методика дополнительной экстракци-
онной очистки была оптимизирована на 
основе ранее полученных данных об эф-
фективности экстракции атомоксетина из 
водных растворов в зависимости от рН сре-
ды, природы органического растворителя 
и присутствия электролита в качестве вы-
саливателя. В максимальных количествах 
атомоксетин экстрагировался хлороформом 
при рН 11–12 из водной фазы, насыщенной 
сульфатом аммония (88,9 %). Минималь-
ные количества (0,2 %) препарата экстраги-
ровались диэтиловым эфиром при рН 1–2.
ТСХ-очистку экстрактов проводили с 
использованием двух подвижных фаз по-
следовательно. При хроматографирова-
нии в хлороформе примеси перемещались 
к линии финиша, а пятно атомоксетина 
оставалось на линии старта. Изучение 
хроматографической подвижности ато-
моксетина в тонких слоях сорбента с ис-
пользованием подвижных фаз, рекомендо-
ванных Международной ассоциацией су-
дебных токсикологов (TIAFT) для общего 
ТСХ-скрининга [2], показало, что на пла-
стинах Merck наиболее высокие значения 
Rf обеспечивала подвижная фаза этила-
цетат – метанол – 25 % раствор аммония 
гидроксида (85:10:5) [15]. Указанная под-
вижная фаза была нами использована для 
обнаружения атомоксетина в экстрактах 
и отделения его от соэкстрактивных ма-
тричных компонентов. При этом значение 
Rf атомоксетина в экстрактах совпадало с 
величиной хроматографической подвиж-
ности препарата в стандартном растворе 
и составляло 0,49 ± 0,04 (n = 5). При ис-
следовании холостых экстрактов пятен с 
указанными значениями Rf не наблюдали.
При детектировании атомоксетина на 
хроматограммах в УФ-свете наблюдали 
фиолетовую флюоресценцию пятен при 
254 нм (чувствительность 0,3 мкг в про-
бе) и бледно-желтую флюоресценцию при 
365 нм (чувствительность 0,5 мкг в пробе), 
после обработки хроматограммы нинги-
дрином – розово-фиолетовые пятна (чув-
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ствительность 2,0 мкг в пробе), реактивом 
Драгендорфа в модификации по Мунье – 
оранжевое окрашивание (чувствитель-
ность 0,5 мкг в пробе) [15]. При исследова-
нии холостых экстрактов указанных окра-
шиваний пятен не наблюдали.
Степень элюирования атомоксетина 
с хроматограмм метанолом составляла 
99,4 %. УФ-спектры полученных элюа-
тов (последние были выпарены досуха 
и остаток растворен в 5 мл 0,1 М кис-
лоты хлористоводородной) были анало-
гичными спектру стандартного раствора 
атомоксетина в 0,1 М кислоте хлори-
стоводородной [15] и имели максимумы 
поглощения при длинах волн 270 ± 2 и 
277 ± 2 нм (рисунки 1, 2). В УФ-спектрах 
холостых элюатов максимумов светопо-
глощения при указанных длинах волн 
не наблюдали. На основе измеренных 
величин оптической плотности холо-
стых элюатов (Аblank) были рассчитаны 
предел обнаружения (lOD) и предел 
количественного определения (lOQ) 
УФ-спектрофотометрической методики 
определения атомоксетина в экстрактах 
из биологического материала по форму-
лам (1) и (2) [17]:
Рисунок 1. – УФ-спектр светопоглощения атомоксетина
 (в 0,1 М растворе кислоты хлористоводородной), выделенного из модельных проб 
печени по методу Я. Сшедзински
Рисунок 2. – УФ-спектр светопоглощения атомоксетина
(в 0,1 М растворе кислоты хлористоводородной), выделенного из модельных проб 
печени по методу В. А. Карташова
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lOD = 3,3·S / b        (1)
lOQ = 10·S / b,        (2)
где S – стандартное отклонение анали-
тического сигнала холостого опыта;
b – коэффициент инструментальной 
чувствительности метода анализа, кото-
рый равен тангенсу угла наклона прямоли-
нейного участка калибровочной прямой.
Уравнение калибровочного графи-
ка было получено с использованием се-
рии стандартных растворов препарата в 
0,1 М растворе кислоты хлористоводо-
родной [16]. Линейность выполнялась в 
пределах концентраций атомоксетина 15,0–
210 мкг/мл. Величины lOD и lOQ УФ-
спектрофотометрической методики опреде-
ления атомоксетина, полученные на основе 
параметров калибровочного графика, соста-
вили соответственно 1,8 мкг/мл и 5,6 мкг/мл. 
Как видно из таблицы 1, значения lOD 
и lOQ УФ-спектрофотометрической мето-
дики определения атомоксетина в биологи-
ческих экстрактах, полученные на основе 
величин оптической плотности холостых 
элюатов, совпадали в пределах погрешно-
сти Аblank с соответствующими валидацион-
ными характеристиками, установленными 
с использованием растворов препарата в 
0,1 М кислоте хлористоводородной. Таким 
образом, разработанная методика пробо-
подготовки обеспечивает достаточную се-
лективность УФ-спектрофотометрической 
методики определения атомоксетина в 
биологическом материале по отношению к 
матричным компонентам. 
Степень изолирования (R, %) атомоксе-
тина из печени рассчитывали по формуле: 
R =              ∙ 100,        (3)
где С – концентрация препарата в элю-
ате, рассчитанная по калибровочному гра-
фику, мкг/мл;
V1 – объем хлороформного экстракта, 
полученный в результате выделения пре-
парата из биологического материала, мл;
V2 – объем хлороформного экстракта, 
взятый для ТСХ-очистки, мл;
V3 – объем раствора, взятый для УФ-
спектрофотометрического определения, 
мл;
m – масса препарата, внесенного в ис-
следуемую навеску биологического мате-
риала, мкг.
Результаты количественного определе-
ния атомоксетина, выделенного из печени 
с помощью амфифильных растворителей, 
приведены в таблице 2. 
Как видно, из указанного биологи-
ческого объекта выделено 48,2 ± 2,5 % 
атомоксетина с помощью подкисленного 
ацетонитрила по методу Я. Сшедзински 
и 28,1 ± 2,1 % препарата с помощью ней-
трального ацетона по методу В. А. Карта-
шова. Предварительно проведенные нами 
исследования по установлению степени 
изолирования атомоксетина из биологиче-
ских объектов с помощью подкисленной 
воды и подкисленного этанола показали, 
что эффективность метода А. А. Василье-
вой составила 31,6 ± 3,0 %, метода Стаса-
Отто – 25,6 ± 2,9%, В. Ф. Крамаренко – 
26,8 ± 2,8%. 
Таким образом, при использовании 
УФ-спектрофотометрического метода для 
определения атомоксетина в биологиче-
ских объектах предпочтение следует от-
дать пробоподготовке на основе метода 
Я. Сшедзински, который обеспечивает 
наиболее высокую степень изолирования. 
Полученные результаты имеют практиче-
ское значение для выбора оптимальных 
условий пробоподготовки при судебно-
токсикологических исследованиях биоло-
гических объектов на присутствие атомок-
сетина. 
Таблица 1. – Пределы обнаружения и количественного определения 







(n = 5; Р = 0,95) lOD, 
мкг/мл
lOQ,
мкг/млS RSD, % XS Χ∆
По Я. Сшедзински 0,023 0,00306 13,3 0,00136 0,003 2,2 6,7
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Таблица 2. – Результаты УФ-спектрофотометрического определения атомоксетина, 
изолированного из печени с помощью методов Я. Сшедзински и В. А. Карташова
Метод изолирования






(n = 5; Р = 0,95)мкг %
Экстракция подкисленным 
ацетонитрилом
(по методу Я. Сшедзински), 
масса навески печени 20 г
2000
910 45,5
Х  = 48,2; 
S = 2,623




X∆  = 2,5








масса навески печени 5 г
500
144 28,8
Х  = 28,1
S = 2,204
RSD = 7,8 %
X
S  = 0,986
X∆  = 2,1








1. Среди общепринятых в химико-ток-
сикологическом анализе методов изолиро-
вания лекарственных веществ из биологи-
ческих объектов наибольшую эффектив-
ность в отношении атомоксетина показал 
метод Я. Сшедзински с использованием в 
качестве экстрагента подкисленного аце-
тонитрила (48,2 ± 2,5 %). Пробоподготов-
ка с помощью указанного метода является 
предпочтительной при использовании УФ-
спектрофотометрии для определения пре-
парата в биологическом материале.
2. Показано, что необходимым усло-
вием использования УФ-спектрофото-
метрического метода для количественно-
го определения атомоксетина в экстрак-
тах из печени, полученных по методу 
Я. Сшедзински, является включение в 
схему пробоподготовки дополнительного 
этапа очистки. Предложены оптимизиро-
ванные методики экстракционной и ТСХ-
очистки экстрактов.
summary
l. yu. Tomarovskaya, S. V. Bayurka, 
S. A. Karpushyna 
ISOlATIOn OF ATOMOXeTIne 
FROM BIOlOGIcAl MATeRIAl WITH 
AMPHIPHIlIc SOlVenTS
Deaths associated with taking drugs con-
taining atomoxetine used for the treatment of 
attention deficit/hyperactivity disorder have 
been registered. The aim of the work has 
been to determine the efficacy of atomoxetine 
isolation from biological material with such 
amphiphilic solvents as acidulous acetonitrile 
and neutral acetone.
Detection and quantitative determination 
of atomoxetine in the extracts from the bio-
logical material has been performed using thin 
layer chromatography and uV spectrophotom-
etry methods. The optimized methods of back 
extraction and Tlc purification have been pro-
posed. Rf value of atomoxetine has made 0,49 ± 
0,04 (the Merck plate) when using the mobile 
phase of ethyl acetate – methanol – 25 % am-
monium hydroxide solution (85:10:5). The drug 
has been identified by the presence of absorp-
tion peaks in the uV region of the spectrum at 
270 ± 2 and 277 ± 2 nm in 0,1 M hydrochloric 
acid solution. Based on the studies carried out it 
has been stated that the recovery of atomoxetine 
isolation from the liver makes 48,2 ± 2,5 % by 
the extraction of acidified acetonitrile by J. Sz-
rzedzinski method, and 28,1 ± 2,1 % by the ex-
traction with neutral acetone by V. A. Kartashov 
method. It has been shown that sample prepara-
tion using J. Szrzedzinski method is preferable 
when using uV spectrophotometry to determine 
atomoxetine in biological material.
Keywords: atomoxetine, biological mate-
rial, sample preparation, thin layer chroma-
tography, uV spectrophotometry.
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